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SEQUENCES DE NUCLEOTIDES, CAPABLE DE S'HYBRIDER AVEC LE GENE NOV DE POULE 

L 1 invention a pour objet des sequences de 
nucleotides et les sequences d'acides amines 
correspondantes . Elle concerne egalement l'obtention de ces 
sequences et leurs applications. 

II est admis depuis de nombreuses annees que le 
nephroblastome induit par le virus auxiliaire de la 
myeloblastose aviaire (MAV) constitue un modele animal de 
la tumeur de Wilms chez 1' enfant. Bien que ces deux types 
de tumeur s aient des ethiologies differentes, aucun virus 
n ! ayant ete associe jusqu'a present au developpement du 
nephroblastome humain, on concoit que 1' etude, au niveau 
moleculaire des nephroblas tomes viro- induit s, peut 
permettre de caracteriser des parametres dif f icilement 
accessibles dans le systeme humain. 

Les etudes des inventeurs concernant de tels 
nephroblas tomes aviaires induits par le MAV leur ont permis 
de caracteriser chez la poule un gene embryonnaire appele 
gene nov dont 1' expression s' avere stimulee a des niveaux 
variables dans les tumeurs, mais qui est eteint dans les 
cellules de rein adulte normal. 

En developpant leurs travaux dans ce domaine, les 
inventeurs ont elabore des outils leur permettant d'etudier 
1 1 expression de genes homologues dans les tumeurs humaines 
et dans certains types cellulaires. 

Ainsi, en clonant les sequences desoxyribonu- 
cleiques et un ADN complementaire correspondant au gene nov 
des cellules normales de poule, les inventeurs ont etabli 
la sequence nucleotidique partielle des ADN et la sequence 
nucleotidique complete de I'ADNc. Des sondes moleculaires 
specifiques ont ete etablies sur la base de cette sequence 
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e-t utilisees pour detecter la presence et 1' expression de 
genes homologues dans divers types cellulaires humains. 

L 1 invention a done pour but de fournir de 
nouvelles sequences de nucleotides d'un gene implique 
notamment dans les cellules tumorales. 

Elle a egalement pour but de fournir des moyens 
pour l'isolement de ces sequences. 

L' invention vise en outre les proteines codees 
correspondantes et les antlcorps polyclonaux et monoclonaux 
diriges contre ces proteines. 

L ' invention vise de plus 1' utilisation de ces 
sequences, proteines et anticorps dans des applications 
biologiques, en particulier dans des tests de detection. 

Les sequences de nucleotides de 1' invention sont 
caracterisees en ce qu'elles renferment un enchainement de 
nucleotides capable de s'hybrider, dans des conditions 
stringentes (50 % de formamide 5 XSCC), avec une ou 
plusieurs sequences du gene nox de poule dont l'ADNc 
presente 1 • enchainement de nucleotides (I), plus 
specialement avec 1 1 enchainement (II). 

Les enchainements des sequences de nucleotides et 
de proteines auxquels il est fait reference dans la 
description et les revendications sont donnes en fin de 
description . 

La sequence nucleotidique entiere du clone d'ADNc 
nov de poule est formee de 1975 pb et comprend au moins 5 
exons. Cette sequence comprend un cadre ouvert de lecture 
de 1,0 kb, codant pour une proteine potentielle de 32300 
Da, allant du nucleotide 24 au nucleotide 1076. Ce cadre 
ouvert de lecture est suivi de 899 pb de sequences 3' non 
codantes qui contiennent deux signaux de motifs potentiels 
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de polyadenylation AATAAA en position 1914 et 1932. Ce gene 
nov de poule est surexprime dans des nephroblastomes 
aviaires induits par MAV etudies par les inventeurs. 

Les experiences d 1 hybridation realisees dans des 
conditions stringentes definies ci-dessus montrent que, de 
maniere inattendue, des sequences homologues du gene rioy. de 
poule existent dans le genome humain. 

Les sequences homologues isolees, chez 1'homme ou 
1' animal, sont utilisables pour le criblage de banques 
realisees a partir d'ARN-m, et permettent d'isoler des ADNc 
et ainsi d» identifier les autres exons des genes de la meme 
famille. Ces exons et les genes qui ies renferment, ainsi 
que les proteines codees correspondantes font egalement 
partie de 1' invention. 

On a indique ci-dessus que les experiences 
d 1 hybridation etaient realisees dans des conditions 
stringentes, ce qui permet d'isoler des sequences 
presentant de fortes homologies avec celles des sondes. 

Ces experiences peuvent etre egalement realisees 
dans des conditions non stringentes, en reduisant la 
quantite de formamide, de sel et/ou le temps de lavage, 
comme decrit dans "A practical guide to molecular cloning", 
second edition, B. Perbal, John Wiley and Sons, New York, 
1988. Les sequences isolees presenteront alors une 
homologie moins forte que precedemment avec les sequences 
des sondes et conduiront a 1 1 identification d' exons 
presentant moins de sequences communes. 

Des sequences de nucleotides de 1 1 invention sont 
plus particulierement caracterisees en ce qu f elles 
comprennent ou qu'elles sont formees par un enchainement de 
nucleotides capables de s'hybrider, dans les conditions 
stringentes evoquees ci-dessus, avec au moins une partie du 
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deuxieme exon du gene nov de poule qui coraprend la sequence 
nucleotidique (III). 

Les lettres indiquees dans ces enchainements 
presentent les significations convent ionnelles figurant 
dans 1 ' ouvrage de Perbal cite plus haut . 

L 1 invention vise en particulier les sequences 
nucleotidiques comportant 1 1 information genetique pour 
coder pour une proteine ayant une homologie d' environ 70 % 
avec le fragment de proteine, correspondant au deuxieme 
exon du gene nov de poule, repondant a la sequence (IV). 

Les sequences de nucleotides capables de 
s'hybrider avec 1 1 enchainement (III) ci-dessus sont 
egalement caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins 
une partie d 1 un fragment PstI d 1 environ 600 pb tel 
qu'obtenu a partir d'un sous-clone plasmidique, derive d'un 
clone recombinant isole d'une banque d'ADN de placenta 
humain. La carte de restriction enzymatique du clone 
recombinant, ainsi que celle du sous-clone plasmidique 
derive renfermant la sequence nucleotidique en question, 
sont representees sur la figure 2A. 

De telles sequences sont caracterisees en ce 
qu'elles codent pour 1 ' enchainement d ! acides amines (V). 

On notera la presence, dans ces sequences d'acides 
amines rencontrees chez l'homme, d'une sequence consensus 
de liaison aux facteurs de croissance du type insuline 
(IGF). Cette sequence apparait done conservee chez l'homme. 

Les differentes sequences evoquees ci-dessus 
comportent plus particulierement au moins une partie de 
1 1 enchainement nucleotidique (VI) suivant, correspondant au 
fragment Pst I mentionne plus haut, plus specialement de 
1 1 enchainement ( VII ) . 
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L ' enchainement (VII) comporte 225 nucleotides avec 
70 % d ' homologie environ avec 1 ' exon 2 du gene nov de 
poule. 

D'autres sequences nucleotidiques de 1' invention 
sont caracterisees en ce qu T elles sont formees par ou 
qu'elles comprennent un enchainement de nucleotides 
capables de s'hybrider, dans les conditions stringentes 
evoquees ci-dessus, avec au moins une partie du troisieme 
exon du gene nov de poule, qui comprend la sequence 
nucleotidique (VIII). 

Des sequences du type deflni ci-dessus comportent 
1 1 information genetique pour coder pour une proteine ayant 
une homologie d ' au moins 73 % environ avec le fragment de 
proteine potentiel du troisieme exon du gene nov de poule 
repondant a la sequence ( IX ) • 

Ces sequences sont egalement caracterisees en ce 
qu ! elles comprennent au moins une partie d'un fragment 
PstI d ! environ 800 pb et d'un fragment PstI de 2 kb y tels 
qu ! obtenus a partir d'un sous-clone plasmidique derive d ! un 
clone recombinant isole d'uhe banque d'ADN de placenta 
humain. La carte de restriction enzymatique du clone 
recombinant ainsi que du sous-clone plasmidique derive 
renfermant la sequence nucleotidique en question est 
representee sur la figure 2A. 

II s ' agit en particulier de sequences comportant 
1 1 information genetique pour coder pour une proteine ayant 
la sequence (X) d* acides amines. On observera que cette 
sequence d * acides amines peut etre mise en evidence chez 
1 1 homme . 

Ces sequences d 1 acides amines comportent plus 
particulierement au moins une partie de 1 1 enchainement 
nucleotidique ( XI ) , plus particulierement de 1 ' enchainement 
(XII). 
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D 1 autres sequences de nucleotides de 1 ' invention 
sont caracterisees en ce qu'elles comprennent ou qu ' elles 
sont formees par un enchainement de nucleotides capables de 
s'hybrider, dans les conditions stringentes evoquees ci- 
dessus, avec au moins une partie du quatrieme exon du gene 
nov de poule, qui comprend la sequence nucleotidique 
(XIII). 

L 1 invention vise les sequences de nucleotides 
coraportant 1 ' information genetique pour coder pour une 
proteine ayant une homologie d 1 environ 85 % avec le 
fragment de proteine correspondant au quatrieme exon du 
gene nov de poule repondant a la sequence (XIV). 

De telles sequences, capables de s'hybrider avec 
au moins une partie de 1 1 enchainement (XIII) ci-dessus, 
sont egalement caracterisees en ce qu'elles comprennent au 
moins. une partie d'un fragment Hindi d 1 environ 400 pb, tel 
qu'obtenu selon les methodes evoquees ci-dessus pour les 
autres fragments de restriction (voir figure 2B), 

Selon un autre aspect, ces sequences sont 
egalement caracterisees en ce qu'elles codent pour 
1 ' enchainement d 1 acides amines ( XV ) . 

Les sequences evoquees . ci-dessus en rapport avec 
le quatrieme exon du gene nov de poule comportent plus 
particulierement au moins une partie de 1 1 enchainement 
nucleotidique (XVI), correspondant au fragment Hindi 
mentionne plus haut, plus particulierement de 
1 1 enchainement XVII. 

D 1 autres sequences de nucleotides encore, sont 
caracterisees en ce qu'elles comprennent ou qu'elles sont 
formees par un enchainement de nucleotides capables de 
s'hybrider avec au moins une partie du premier exon du 
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gene naiZ de poule qui comprend la sequence nucleotidique 
XVIII. 

Selon au autre aspect, de telles sequences sont 
caracterisees en ce qu'elles comportent 1 ' information 
genetique pour coder pour une proteine ayant une homologie 
d' environ 30 % avec le fragment de proteine correspondant 
au premier exon du gene no* de poule repondant a la 
sequence ( XIX ) . 

De telles sequences sont egalement caracterisees 
en ce qu'elles cedent pour 1 • enchainement d'acides amines 
(XX). 

Les sequences definies ci-dessus en rapport avec 
le premier exon du gene nay. de poule comportent plus 
particulierement au moins une partie de 1 • enchainement^ 
nucleotidique (XXI). 

D'autres sequences nucleotidiques de 1' invention 
sont caracterisees en ce qu'elles sont formees par, ou 
qu'elles comprennent, un enchainement de nucleotides 
capables de s'hybrider, dans les conditions stringentes 
evoquees ci-dessus, avec au moins une partie des troisieme 
et quatrieme exons du gene nos de poule qui comprennent la 
sequence nucleotidique (XXII). 

De telles sequences sont encore caracterisees en 
ce qu'elles cedent pour un fragment de proteine repondant a 
1 ' enchainement (XXIII) suivant d'acides amines. 

Ces sequences sont egalement caracterisees en ce 
qu'elles comprennent au moins une partie d'un fragment 
PstI d' environ 700 pb tel qu'obtenu selon le protocole 
evoque plus haut (voir figure 2B). 

Des sequences du type de celles du fragment PstI 
de 700 pb ci-dessus sont plus particulierement 
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caracterisees en ce gu 1 elles sont formees par ou qu 1 elles 
comprennent un enchalnement de nucleotides capable de 
s'hybrider dans les conditions stringentes definies ci- 
dessus, avec au moins une partie du troisieme exon du gene 
nov de poule qui comprend la sequence ( XXIV ) . 

D 1 autres sequences de nucleotides de 1 1 invention 
comportent 1 1 information genetique pour coder pour une 
proteine ayant une homologie d'au moins 60 % environ avec 
le fragment de proteine potentiel du troisieme exon du gene 
nov de poule, ce fragment repondant a la sequence (XXV). 

II s 1 agit en particulier de sequences comport ant 
1 1 information genetique pour coder pour une proteine ayant 
la sequence ( XXVI ) d 1 acides amines - 

On observera que cette sequence peut etre mise en 
evidence chez I'homme. Ces sequences comportent plus 
particulierement au moins une partie de 1 1 enchalnement 
nucleotidique (XXVII), plus particulierement de 
1 1 enchalnement ( XXVI II), 

D 1 autres sequences de nucleotides de 1 1 invention 
sont caracterisees en ce qu* elles comprennent ou qu* elles 
sont formees par un enchalnement de nucleotides capables de 
s'hybrider, dans les conditions stringentes evoquees ci- 
dessus, avec au moins une partie du quatrieme exon du gene 
nov de poule, qui comprend la sequence nucleotidique 

(XXIX) . 

L 1 invention vise les sequences de nucleotides 
comportant 1 1 information genetique pour coder pour une 
proteine ayant une homologie d 1 environ 80 % avec le 
fragment de proteine correspondant au quatrieme exon du 
gene nov de poule, ce fragment repondant a la sequence 

(XXX) . 
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II s'agit en particulier de sequences comportant 
1 • information genetique pour coder pour une proteine ayant 
la sequence ( XXXI ) . 

Ces sequences sont formees par ou comprennent plus 
particulierement 1 1 enchainement nucleotidique (XXXII). 

Selon un autre aspect, 1 ' invention vise une 
sequence recombinante comprenant l'une des sequences 
definies ci-dessus, le cas echeant associee a un promoteur 
capable de controler la transcription de la sequence et une 
sequence d'ADN codant pour les signaux de terminaison de la 
transcription . 

L 1 invention vise egalement les sequences 
promotrices des genes comportant les sequences 
nucleotidiques definies ci-dessus. 

Elle vise en particulier au moins une P art j^^ e la 
sequence promotrice du gene nov. humain dont les exons^eux, 
trois et quatre sont donnes sur la figure 2A. Cette 
sequence promotrice qui correspond a 1 ' enchainement /^SSy 
est localisee dans un fragment PsTI-Hind^III de 2,2 leb £t 
comprend les 283 nucleotides en amont au debut du premier 
exon. 

La sequence promotrice du gene noj£ humain est 
caracterisee en ce qu'elle comporte plusieurs sequences 
consensus de differents facteurs de transcription tels que 
NF1 (TGGCCTTCTGCCAATC), API (TGACTAA) et Spl ( GCCACTCCCC ) ' . 

Elle comprend egalement une sequence de vingt 
repetitions de motifs TG qui peut constituer une sequence 
de polymorphisme, conferant un interet a cette sequence 
comme marqueur de polymorphisme. 
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L r invention vise egalement la sequence promo-trice 
du gene CTGF identif iee dans le fragment EcoRI - PstI de 
700 pb environ, qui correspond a 1 ' enchainement [JQQCIMJ. 

Cette sequence est caracterisee en ce qu'elle 
comporte des sites de fixation des facteurs de 
transcription tels que SRF ( CCTAAAAAGG ) , API (TGAATCA), Spl 
(CCCGCCC), un site potentiel de fixation a la proteine Wtl 
(CGCCCCGGC) et un site NF kappa B (GAGAGCCCC). Elle 
comporte egalement une TATA base ( TATAAAA ) . 

La sequence promotrice du gene nov de poule 
repondant a 1 1 enchainement ^ XXX. l J fait egalement partie de 
1 1 invention. 

Cette sequence est contenue dans un fragment Smal- 
Xhol d 1 environ 1 kb qui comporte des sequences consensus de 
differents facteurs de transcription ainsi qu'une TATA 
base. Elle est caracterisee en particules en ce qu'elle 
comprend les sites suivants de fixation d\\ facteur Spl : 
GGGGGCGGGG, CCCCCGCCTC, Ap2 : CCGCAGGC, GGCGGGGC, GGGTCCC. 

Elle comprend egalement un site de fixation du 
facteur NF kappa E2 (GGCAGGTGG) et du facteur NFKB 
( GGGAGTTTC ) . 

II est entendu que les bases des sequences de 
nucleotides considerees peuvent etre dans un ordre 
different de celui trouve dans les genes et/ou que ces 
bases peuvent etre, le cas echeant, substitutes. Les 
sequences correspondantes entrent dans le cadre de 
1 1 invention, des lors qu'un fragment de ces sequences 
utilise comme sonde donne une reponse caracteristique et 
non equivoque quant a la capacite de reconnaitre la 
presence de genes codant pour des proteines telles que 
definies ci-dessus exprimees dans les cellules tumorales. 
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L ' invention vise egalement en tant'qu nouveaux 
produits les ARN correspondent' aux differentes sequences 
definies ci-dessus et les sequences complementaires des 
differents enchainements nucleotidiques definis. 

L 1 invention se rapporte egalement aux vecteurs 
recombinants de clonage et d- expression capables de 
transformer une cellule note appropriee, comportant au 
moins une partie d'une sequence de nucleotides telle que 
definie ci-dessus sous le contr61e d' elements de regulation 
permettant son expression. 

Les souches de microorganismes transformees ou 
transferees entrent egalement dans le cadre de 
1- invention. Ces souches comportent l'une des sequences de 
nucleotides definies ci-dessus ou encore un vecteur 
recombinant tel que defini precedemment . 

Elle vise egalement les sequences d'acides amines 
correspondant, selon le code genetique universel, aux 
sequences de nucleotides definies plus haut, et les 
proteines exprimees par les genes comportant ces sequences. 

Les sequences d'acides amines homologues a celles 
codees par l'exon 2, qui contiennent le site de liaison aux 
facteurs de croissance IGF presentent un interet 
particulier, etant donne que le gene IGFII, qui se trouve 
chez l'homme sur le chromosome llplS, est surexprime dans 
certaines tumeurs de Wilms et pourrait done etre implique 
dans cette pathologie. 

Des lors que le motif consensus des proteines se 
liant a l'IGF joue une r61e important dans le developpement 
des nephroblastomes en conjonction avec la deregulation de 
!• expression d ' IGFII , on mesure 1 • interet de la detection 
d'une expression anormale des proteines de 1' invention qui 
renferment un tel motif. 



WO 93/00430 



12 



PCIYFR92/00589 



Les proteines de 1 ' invention sont egalement 
caracterisees en ce qu'elles sont telles qu'obtenues par 
transformation de cellules notes au moyen d'un vecteur 
recombinant comme defini ci-dessus, mise en culture, dans 
un milieu approprie, des cellules h6tes transformees ou 
trans fectees et recuperation de la proteine a partir de ces 
cellules ou directement a partir du milieu de culture. 

La production de ces proteines par un tel procede 
fait egalement partie de l 1 invention. 

Les proteines de 1' invention et leurs fragments, 
qui peuvent etre egalement obtenus par synthese chimique, 
presentent avantageusement un degre de purete eleve et sont 
utilises pour former, selon les techniques classiques, des 
anticorps polyclonaux. 

De tels anticorps polyclonaux, ainsi que les 
anticorps monoclonaux capables de reconnaitre 
specif iquement un epitope des proteines ci-dessus, ou d'un 
fragment de ces proteines, sont egalement vises par 
1 'invention, 

L' invention vise en outre les applications 
biologiques des sequences de nucleotides, des proteines 
correspondantes et des anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux . 

Ces applications comprennent 1 1 elaboration, a 
partir de fragments intrageniques purifies, ou d'ARN 
correspondents, de sondes moleculaires pour rechercher la 
presence eventuelle de sequences de nucleotides apparentees 
au gene noy dans divers types cellulaires. 

L ' elaboration de ces sondes comprend, notamment, 
la denaturation des sequences double-brin pour obtenir une 
sequence monobrin. 
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Les essais effectues pour detecter la presence de 
sequences complementaires dans diverses tumeurs et tissus 
humains ont mis en evidence la grande specificite de ces 
fragments intrageniques . 

L 1 utilisation de ces sondes a ainsi permis de 
montrer que le gene renfermant les sequences nucleotidiques 
definies ci-dessus est exprime dans plusieurss types de 
cellules humaines, y compris certaines tumeurs du rein. 

L ' invention vise done des sondes de detection 
caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins une 
partie d'une sequence de nucleotides definie ci-dessus. 

Toute sonde ne se distinguant de la precedente, au 
niveau de sa sequence de nucleotides, que par des 
substitutions ou alterations de nucleotides n'entrainant 
pas de modification de ses proprietes d ' hybridation avec le 
gene humain apparente au gene nay. de poule comme defini 
plus haut entre dans le cadre de l 1 invention. 

Le fragment d'ADN utilise comme sonde comporte un 
nombre de nucleotides suffisant pour obtenir la specificite 
requise et la formation d'un hybride stable. 

II est possible d'utiliser des fragments 
atteignant plusieurs kb, des resultats de haute specificite 
etant cependant egalement obtenus avec des fragments plus 
cours d 1 environ 25 a 40 nucleotides. 

Des sondes appropriees pour ce type de detection 
sont avantageusement marquees par un element radio-actif ou 
tout autre groupe permettant sa reconnaissance a I'etat 
hybride avec la preparation renfermant les nucleotides a 
etudier . 

Selon les techniques classiques, ces sondes sont 
mises en contact avec 1 ' echantillon biologique a tester ou 
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leurs acides nucleiques, dans des conditions autorisant 
1 1 hybridation eventuelle de la sequence de nucleotides de 
la sonde avec une sequence complement aire, eventuellement 
contenue dans le produit etudie. 

On peut, par exemple, avoir recours a la methode 
d 1 hybridation sur taches ou a la methode d ' hybridation sur 
replique, selon la technique de Southern. Dans la premiere 
methode, selon la technique classique, on depose une 
quantite "aliquote d ' ADN denature sur des membranes de 
nitrocellulose. La deuxieme methode comprend la separation 
electrophoretique en gel d 1 agarose des fragments d 1 ADNs 
engendres apres traitement de 1*ADN par des enzymes de 
restriction, le transfert apres denaturation alcaline sur 
des membranes appropriees et leur hybridation avec la sonde 
dans les conditions usuelles. 

Ces sondes constituent des margueurs tumoraux en 
permettant la detection precoce de 1' expression du gene 
renfermant lesdites sequences nucleotidiques, qui 
normalement n'est pas ou peu exprime dans les tissus 
normaux correspondants . L 1 invention f ournit ainsi des 
moyens permettant d'evaluer ' le developpement et/ou la 
differentiation tumorale. 

La detection pour 1 1 identification specif ique des 
ADN peut etre egalement realisee par des techniques 
d 1 amplification de 1 1 ADN (PCR) telles que decrites dans les 
brevets US 4683202 et 4683195 au nom de Cetus Corportation. 

Dans ces techniques, on utilise deux amorces 
d 1 environ une quinzaine* de nucleotides comprises dans 1 1 une 
des sequences de nucleotides definies ci-dessus et 
distantes d' environ 200 a 250 nucleotides. L'une des 
sequences est capable de se lier a une sequence de 
nucleotides de 1 ' un des brins du fragment d 1 ADN a amplifier 
et situee au niveau de l'une des extremites de ce fragment, 
par exemple a 1 ' extremite 5 ' . L 1 autre sequence est capable 
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de se lier a une sequence de nucleotides du deuxieme brin 
du fragment d 1 ADN a amplifier, et se trouve situee au 
niveau de l'extremite de ce fragment opposee a celle 
mentionnee plus haut (a l'extremite 3*, lorsque la premiere 
se trouver a 1 1 extremite 5 ' ) • 

L 1 invention vise egalement un procede de detection 
<in xri-bro de la presence dans un echantillon biologique de 
sequences complementaires de celles definies ci-dessus. Ce 
procede est caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- la mise en contact de 1 ' echantillon biologique a 
etudier avec une sonde nucleotidique telle que definie plus 
haut dans des conditions permettant la production d'un 
complexe d 1 hybridation forme entre la sonde et la sequence 
de nucleotides recherchee, 

- la detection du complexe d 1 hybridation. 

Le cas echeant, on procede a une amplification 
prealable de la quantite de sequences de nucleotides 
susceptibles d'etre contenues dans 1 1 echantillon, a 1 1 aide 
d' amorces, telles que decrites ci-dessus, susceptibles 
respect ivement de se lier, d'une part a l'extremite 5' d'un 
brin de ladite sequence de nucleotides et d ? autre part, & 
l'extremite 3* de 1 ' autre brin de ladite sequence de 
nucleotides . 

L ' utilisation d'un tel procede represente une 
augmentation de sensibilite et un gain de temps 
considerable par rapport aux techniques classiques qui 
necessitent souvent une technologie ne pouvant etre mise en 
oeuvre que dans des services specialises. II permet de plus 
une detection rapide et de grande specificlte des ADN et 
des differentes especes d'ARNm de transcription. Ce procede 
constitue un moyen de detection d'un remaniement 
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chromosomique au niveau des genes qui codent pour les ARN 
noy. ou CTGF sans avoir recours a des cultures cellulaires. 

Pour la mise en oeuvre d'une telle methode de 
deplstage in vitro , basee sur 1 1 utilisation de sondes 
nucleotidiques , on a recours avantageusement a des 
necessaires ou kits comprenant : 

une quantite determinee d'une sonde 
nucleotidique selon I 1 invention, 

un milieu approprie a la formation d'une 
reaction d 1 hybridation entre la sequence a detecter et la 
sonde et, avantageusement, 

des reactifs permettant la detection des 
complexes d 1 hybridation formes entre la sequence de 
nucleotides et la sonde lors de la reaction d 1 hybridation. 

- une quantite determinee d'un anticorps 
polyclonal ou monoclonal selon 1' invention, 

- un milieu approprie a la formation d'une 
reaction immunologique entre au moins une partie des 
produits exprimes et l 1 anticorps et, avantageusement, 

des reactifs permettant la detection des 
complexes immunologiques formes lors de la reaction 
immunologique . 

La presence dans les proteines de 1 1 invention 
d 1 une sequence de liaison aux f acteurs de croissance du 
type insuline (IGF) est avantageusement mise a profit selon 
1 • invention pour le dosage des proteines, A cet effet, on 
met en contact les proteines de 1 1 echantillon biologique a 
etudier avec un IGF comport ant un groupe marque, par 
exemple un groupe radioactif ou sonde froide et on effectue 
le dosage de la quantite de produit fixe. 
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On rapporte ci-apres a titre d' exemples non 
limitatifs le clonage et le sequencage du gene nov. de 
poule, et de sequences de nucleotides repondant aux 
definitions donnees plus haut. Dans ces exemples, il est 
fait reference aux figures 1 et 2, 

- la figure 1 representant la sequence d'ADNc du 
gene' nov. de poule et celle de la proteine potentielle codee 

- les figures 2 A et 2 B les cartes de restriction 
de fragments d'ADN de 1' invention 

Procedes de clonage moleculaire et sequencage 
rapportes dans les exemples : 

purification des acides nucleiques : utilisation 
de dichloromethane conune decrit dans V. Maloisel et al.. 
Met. Mol. Cell, Biol. 1, 245-247, 1990. 

Southern et Northern blots, et autres procedes de 
clonage : effectues selon les protocoles standards publies 
par B. Perbal dans "A practical guide to molecular cloning, 
second edition, B. Perbal John Wiley and Sons, New York, 
1988 

purification des fragments d'ADN BamHI-Hindlll de 
7 kb et Sad de 6,6 kb : methode Geneclean (Bio 101). 

Sondes radioactives : preparees par nick 
translation en presence d'a dCTP 32p. 

Sequencage des nucleotides : selon la methode de 
terminaison de chaine au dideoxy en presence d'a dATP 35s, 
de T7 polymerase ou de Sequenase (USB). 



Exfunple 1 
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Isolement de I'ADNC du gene noy_ de poule 

25 ng d'ADNc correspondant a de l'ARN poly A de 
fibroblastes d'embryons de poule de 13 jours sont ligatures 
avec 1 ug de bras lambda gtlO pour preparer une banque 
d'ADNc de fibroblastes normaux de poule en utilisant le kit 
d f Amersham. 

Apres criblage avec une sonde cellulaire derivee 
d'une tumeur, on purifie 7 clones, 1' insert le plus long 
(1,9 kb) est purifie selon la methode de Geneclean (BIO 
101 ) et sous-clone au site Kpnl de Bluescript KS + 
(Stratagene) pour generer le clone pClK. 

Sequencage nucleotidique : 

Le sequencage est realise par la methode de 
terminaison de chaines dideoxy-nucleotide en presence d 1 a 
35s dATP et de polymerase T7 (Pharmacia) ou de Sequenase 
dans les conditions decrites par les fabricants. 

Des matrices sont obtenues a partir des clones 
recombinants M13mpl8 et M13mpl9. Les amorces de sequencage 
proviennent de Biolabs, New England. Les compressions GC 
sont resolues en utilisant la deoxy-inosine (USB). 

Caracterisation du gene cellulaire nox : 

On effectue une analyse par Northern Blot d'ARN 
isoles de reins normaux, de fibroblastes d'embryons de 
poule (FEP) et de nephroblastomes en utilisant les sondes 
cellulaires derivees d'une tumeur. La sonde HX1024 permet 
de detecter dans les FEP normaux une espece d * ARNm de 2,2 
kb dont l f expression est alteree dans tous les autres 
nephroblastomes. Le criblage d'une banque d'ADNc de FEP 
permet d ' isoler un clone d 1 ADNc de 1,9 kb representant 
1 * ARNm de 2,2 kb exprime dans les FEP normaux. 
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On a repr^sente sur la figure 1 la sequence 
entiere nucleotidique de 1975 pb du clone d'ADNc de ce 
nouveau gene, surexprime dans les nephroblas tomes etudies, 
appele gene nox. Ce gene apparalt constitue de 5 exons. Un 
cadre ouvert de lecture de 1,0 kb codant pour une proteine 
potentielle de 32300 Da a ete identifie du nucleotide 24 au 
nucleotide 1076. Ce cadre ouvert de lecture est suivi de 
899 pb de sequences 3 T non codantes qui contiennent deux 
motifs potentiels de signaux de polyadenylation (AATAAA) 
aux positions 1914 et 1932. 

On a egalement indique sur cette figure les acides 
amines potent iellement codes. Le polypeptide noy_ potentiel 
contient un noyau hydrophobe caracteristique d'un signal 
peptidique a son extremite amino ( avec 6 leucines). Cette 
proteine nox etant depourvue d'autres regions hydrophobes 
presentes dans les proteines trans-membranaires, il est 
vraisemblable qu'elle est secretee. La proteine nffl 
contient egalement le motif consensus GCGCCXXC des 
proteines liant les facteurs de croissance du type insuline 
(IGF) et un total de 39 residus cysteine ne formant pas de 
cluster. 

Rxpm ple 2 : Isolement dans des cellules humaines 
de sequences de nucleotides apparentees au gene nsat de 
poule. 

On effectue un Southern blot de fragments d ' ADN 
humain digere par EcoRl avec le clone d'ADNc du gene nox de 
poule pClK. On opere dans les conditions stringentes 
rapportees par B . Perbal (voir reference ci-dessus). 

On constate que quatre fragments EcoRI s'hybrident 
avec des sequences du gene noy. de poule. Ces fragments 
comportent respectivement 15, 12, 8 et 5,6 kb. 



FxpmplP 3 : Isolement de sequences de nucleotides 
apparentees au gene nov de poule. 
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A partir d'une banque d'ADN de placenta humain, on 
isole a l'aide de la sonde pClK radiomarquee deux groupes 
de clones lambda gtll recombinants. 

La carte de restriction partielle de lambda Hu92 
(qui correspond a trois clones se chevauchant) et de lambda 
Hu93 (qui correspond a deux clones se chevauchant) et 
celles des sous -clones plasmidiques pBH7 et p56 sont 
representees sur les figures 2A et 2B. 

Les sequences de nucleotides humaines homologues a 
celles du gene nov de poule sont localisees dans un 
fragment d'ADN de 7,0 kb BamHI-Hindlll du clone Hu92 et 
celles appartenant au gene CTGF dans un fragment d'ADN de 
6,6 kb SacI du clone Hu93 . 

Sur ces cartes, les enzymes de restriction sont 
designees comme suit : B = Bglll, P = PstI, K = Kpnl, 
H = Hindlll, S = SacI, E = EcoRI, X = Xba, B = BamHI et 
He = Hine II. Les blocs noirs representent les regions 
exoniques humaines. 

Le sous-clonage de ces fragments dans les vecteurs 
pUC18 et pUC19, appeles respectivement clones pBH7 et pS6 
permet de localiser plus precisement les sequences 
homologues du gene nov de poule et les sequences du gene du 
CTGF . Les premieres sont localisees d'une part dans un 
fragment d'ADN PstI de 600 pb (E2), d' autre part dans un 
fragment PstI de 800 pb (E3), et dans un fragment Hindi de 
400 pb (E4). La sonde pBH7 correspond au fragment Hindlll- 
BamHI . 

La localisation des premier, deuxieme, troisieme, 
quatrieme et cinquieme exons humains au GTGF sont indiquees 
sur la figure 2B (designations respectives El, E2, E3, E4, 
et E5 ) . 
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L 1 utilisation des fragments PstI d'ADN purifies 
comme sondes dans des experiences d 1 hybridation Southern 
avec les fragments EcoRI de l'exemple 2 conduit a la seule 
detection du fragment EcoRI d'ADN de 12 kb avec PB06 et du 
fragment EcoRI de 15 kb avec PSP07 demontrant que les 
sequences de PBP06 et PSP07 correspondent a un sous- 
ensemble des exons noy. de 1 ' ADNc de poule . 

KrPim p' 1 * 4 : Detection d'ARN du genome humain 
apparentes au gene nov. de poule. 

On rapporte dans le tableau suivant les resultats 
d ' experiences d 1 hybridation Northern avec differents tissus 
et lignees cellulaires en utilisant comme sondes les 
enchainements de formule VIII, XV et XVI ci-dessus 
homologues respectivement des exons E2, du gene nos de 
poule et E3 et E4 du gene CTGF (ces codes etant utilises 
dans le tableau pour les designer ) . 
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TISSUS ET LIGNEES CELLULAIRES 



E2 

(nov) 



SONDES 
E3-E4 kb de 
(CTGF) l'ARNm 



Moelle osseuse 
-thymus ( foetal ) 
Fo±e (foetal) 
HEL 



+ 
+ 



(2, ) 
(2,5) 



Cerveau ( foetal ) 



+ (7,4) 



Neuroblastome 1 
Neuroblastome 162 



+ 
+ 



+ 
+ 
+ 



(2,9 

(7,4) 



Rein ( foetal ) 
Nephroblastome Bou 



+ 

nt 



Tissu mammaire 
Tumeur mammaire gg 
Tumeur mammaire sc 



nt 
nt 
nt 
+ 



+ 

+ 
+ 

+ 
+ 



(2,5) 
(2,5) 
(2,5) 
(3,5) 
(7,4) 



SK-BR3 



+ 
+ 



(2,5) 
(3,5) 
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poumon (foetal) + + v ' ' 

coeur (foetal) + + (*/0 

lignee 293 + + (2,5) 

MCF7 - + (7 ' 4) 

Carcinome embry test. 8 nt + (2,7) 

+ (7,4) 

Teratocarcinome test. 10 nt + (2,7) 

+ (7,4) 

Teratocarcinome test. 11 nt + (2,7) 

+ (7,4) 

Adenocarcinome U377 nt + (2,7) 

+ (7,4) 

HL60 nt + (7 ' 4) 
nt = non teste 

Les resultats obtenus montrent que le gene humain 
homologue du gene no* de poule et le gene CTGF appartenant 
a la meme famille sont exprimes selon les tissus ou lignees 
sous la forme de differentes especes d'ARN detectes soit 
par les deux sondes, soit par une seule d'entre elles. 
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L'espece d f ARNm de 7,4 kb exprimee par certains 
tissus et lignees n 1 apparait: reconnue que par la sonde 
PSP07 . 

Ces resultats indiquent; que la regulation des 
genes chez l'homme dependrait de la specif icite tissulaire. 
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ENCHAINEMENT XXVII 



1 

5 

3 • 18 33 

CAG ATC CCA ACT CGC ATC CCT GAC GCT CTG GAT GTG AGA GTG CCC 

48 63 78 

CAA TGC CTG ACC TCT GCA TCC CCC ACC CCT CTC TTC CCT TCC TCT 

10 93 108 123 

TCT CCA GCC AAA GAT GGT GCT CCC TGC ATC TTC GGT GGT ACG GTG 

138 153 168 

TAC CGC AGC GGA GAG TCC TTC CAG AGC AGC TGC AAG TAC CAC TGC 

183 198 213 

ACG TGC CTG GAC GGG GCG GTG GGC TGC ATG CCC CTG TGC AGC ATG 

15 228 243 258 

GAC GTT CGT CTG CCC AGC CCT GAC TGC CCC TTC CCG AGG AGG GTC 

273 288 303 

AAG CTG CCC GGG AAA TGC TGC GAG GAG TGG GTG TGT GAC GAG CCC 

318 333 348 

AAG GAC CAA ACC GTC CTT GGG CCT GCC TCG CGG GTG AGT CGA GTC 

363 378 393 

20 TTC CTC TAA GTC AGG GTC GTG ATT CTC TCC CAG GGA GGG AGT CCT 

408 423 438 

AAC TGT GCC GAC CGA ACG GGG GAA ATA CCT TAT CCA GGC GTT TTA 

453 468 483 

CAT GGT GTT TGT GTG CTC TGC TCT CGC AGC TTA CCG ACT GGA AGA 

25 498 513 528 

CAC GTT TGG CCC AGA CCC AAC TAT GAT TAG AGC CAA CTG CCT GGT 

543 558 573 

CCA GAC ACA GAG TGG AGC GCC TGT TCC AAG ACC TGT GGG ATG GGC 

588 603 

ATC TCC ACC CGG GTT ACC AAT GAC AAC GCC TC 
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RE VEND I CAT I ONS 



1/ Sequences de nucleotides, caracterisees en ce 
5 qu'elles renferment un enchalnement de nucleotides capable 
de s'hybrider, dans des conditions stringentes (50 % de 
formamide, 5XSCC) avec une ou plusieurs sequences du gene 
nov de poule dont l'ADNc presente 1 1 enchalnement de 
nucleotides ( I ) et plus specialement avec 1 * enchalnement 
10 (II). 

2/ Sequences de nucleotides selon la revendication 

1, caracterisees en ce qu'elles sont formees par, ou 
qu'elles comprennent, un enchalnement de nucleotides 

15 capable de s'hybrider, dans les conditions stringentes de 
la revendication 1, avec au moins une partie du deuxieme 
exon du gene nov de poule qui comprend la sequence 
nucleotidique ( III ) - 

20 3/ Sequences de nucleotides selon la revendication 

2, caracterisees en ce qu'elles comportent 1 ' information 
genetique pour coder pour une proteine renfermant une 
sequence ayant une homologie d'au moins 70 % avec le 
fragment de proteine correspondant au deuxieme exon du gene 

25 nov de poule, ce fragment presentant la sequence d'acides 
amines ( IV ) . 

4 / Sequences de nucleotides selon 1 1 une des 
revendications precedentes, caracterisees en ce qu'elles 

30 comprennent au moins une partie d'un fragment PstI 
d' environ 600 pb tel qu'obtenu a partir d'un sous -clone 
plasmidique derive d'un clone recombinant isole d'une 
banque d'ADN de placenta humain, la carte de restriction 
enzymatique du clone recombinant ainsi que du sous-clone 

35 plasmidique derive renfermant la sequence nucleotidique 
etant representee sur la figure 2A. 
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5/ Sequences de nucleotides selon l'une des 
revendications 1 a 4, caracterisees en ce qu'elles 
comportent 1 1 information genetique pour coder pour une 
sequence d'acides amines presentant 1 1 enchainement V. 

6/ Sequences de nucleotides selon l'une des 
revendications 1 a 5, caracterisees en ce qu'elles 
comportent au moins une partie du 1 1 enchainement 
nucleotidique (VI), plus specialement de 1 ' enchainement 
(VII). 

7/ Sequences de nucleotides selon la revendication 
1, caracterisees en ce qu'elles sont capables de 
s'hybrider, dans les conditions stringentes definies dans 
la revendication 1, avec au moins une partie du troisieme 
exon du gene nov. de poule qui comprend la sequence 
nucleotidique (VIII). 

8/ Sequences de nucleotides selon la revendication 
7, caracterisees en ce qu'elles comportent 1 ' information 
genetique pour coder pour une proteine ayant une homologie 
d'au moins 70 % environ avec le fragment de proteine 
potentiel correspondant au troisieme exon du gene nov de 
poule repondant a la sequence ( IX ) . 

9/ Sequences de nucleotides selon la revendication 
7 ou 8, caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins 
une partie d'un fragment PstI d' environ 700 pb, tel 
qu'obtenu a partir d'un sous clone plasmidique derive d'un 
clone recombinant isole d'une banque d'ADN de placenta 
humain, la carte de restriction enzymatique du clone 
recombinant ainsi que celle du sous-clone plasmidique 
derive renfermant la sequence nucleotidique en question 
etant representees sur la figure 2A. 

10/ Sequences de nucleotides selon l'une des 
revendications 7 a 9, caracterisees en ce qu'elles 
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comportent 1 * information genetique pour coder pour une 
proteine ayant la sequence (X) en acides amines. 

11/ Sequences de nucleotides selon l'une des 
5 revendications 7 a 10, caracterisees en ce qu'elles 
comportent au moins une partie de 1 ' enchainement 
nucleotidique ( XI ) , plus particulierement , 1 1 enchainement 
nucleotidique (XII). 

12/ Sequences de nucleotides selon la 
revendication 1, caracterisees en ce qu'elles sont formees 
par, ou qu'elles comprennent , un enchainement capable de 
s'hybrider, dans les conditions stringentes donnees dans la 
revendication 1, avec au moins une partie du quatrieme exon 
du gene nov de poule, qui comprend 1 ' enchainement (XIII). 

13/ Sequences de nucleotides selon la 
revendication 12, caracterisees en ce qu'elles sont 
capables de coder pour le fragment de proteine ayant une 
20 homologie d'au moins 86 % avec le fragment de proteine 
potent iel correspondant au quatrieme exon du gene nost de 
poule repondant a 1 1 enchainement (XIV) en acides amines. 

14/ Sequences de nucleotides selon la 
25 revendication 12 ou 13, caracterisees en ce qu'elles 
comportent 1 1 information genetique pour coder pour une 
proteine ayant la sequence (XV) en acides amines. 

15/ Sequences de nucleotides selon 1 '"une des 
30 revendications 12 a 14, caracterisees en ce qu'elles sont 
formees par ou qu'elles comprennent 1 1 enchainement 
nucleotidique (XVI). 

16/ Sequences de nucleotides selon la 
35 revendication 1, caracterisees en ce qu'elles sont capables 
de s'hybrider, dans les conditions stringentes definies 
dans la revendication 1, avec au moins une partie du 



10 



15 
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premier exon du gene nov de poule qui comprend la sequence 
nucleot idique ( XVI II). 

17/ Sequences de nucleotides selon la 
revendication 11, caracterisees en ce qu'elles comportent 
1 1 information genetique pour coder pour une proteine ayant 
une homologie d'au moins 30 % environ avec le fragment de 
proteine potentiel correspondant au premier exon du gene 
nov de poule, ce fragment presentant 1 ' enchainement (XIX) 
en acides amines. 

18/ Sequences de nucleotides selon l'une des 
revendications 16 ou 17, caracterisees en ce qu'elles 
comportent 1 ' information genetique pour coder pour une 
proteine ayant la sequence (XX) en acides amines. 

19/ Sequences de nucleotides selon l'une des 
revendications 16 a 18, caracterisees en ce qu'elles 
comportent au moins une partie de 1 1 enchainement 
nucleotidique (XXI). 

20/ Sequences de nucleotides selon la 
revendication 1, caracterisees en ce qu'elles sont capables 
de s'hybrider, dans les conditions stringentes definies 
dans la revendication 1, avec au moins une partie des 
troisieme et quatrieme exons du gene nov de poule qui 
comprennent la sequence nucleotidique (XXII). 

21/ Sequences de nucleotides selon la 
revendication 20 , caracterisees en ce qu ' elles comportent 
1 1 information genetique pour coder pour une proteine ayant 
la sequence (XXIII) en acides amines. 

22/ Sequences de nucleotides selon l'une des 
revendications 20 a 21, caracterisees en ce qu'elles sont 
f ormees par ou qu ' elles comprennent un enchainement capable 
de s ' hybrider dans les conditions stringentes definies dans 
la revendication 1, avec au moins une partie du troisieme 
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exon du gene nov de poule qui comprend la sequence 
nucleotidique (XXII). 

23/ Sequences de nucleotides selon l'une des 
5 revendications 20 a 22, caracterisees en ce qu ! elles 
comportent 1 1 information genetique pour coder pour une 
proteine ayant une homologie d'au moins 60 % environ avec 
le fragment de proteine potentiel correspondant au 
troisieme exon du gene nov de poule repondant a la sequence 
10 (XXIII) en acides amines, 

24/ Sequences de nucleotides selon l'une des 
revendications 20 a 22, caracterisees en ce qu'elles 
comportent 1 1 Information genetique pour coder pour une 
15 proteine ayant la sequence (XXIV) en acides amines. 

25/ Sequences de nucleotides selon l'une des 
revendications 20 a 24, caracterisees en ce qu'elles 
comportent au moins une partie de 1 1 enchainement 
20 nucleotidique ( XXV ) , plus particulierement , 1 * enchainement 
nucleotidique (XXVI). 

26/ Sequences de nucleotides selon l'une des 
revendications 20 a 25, caracterisees en ce qu'elles sont 
25 formees par ou qu'elles comprennent un enchainement capable 
de s'hybrider dans les conditions stringentes donnees dans 
la revendication 1 avec au moins une partie du quatrieme 
exon du gene nov. de poule , qui comprend 1 1 enchainement de 
nucleotides (XXVII). 

30 

27/ Sequences de nucleotides selon la 
revendication 14, caracterisees en ce qu'elles sont 
capables de coder pour le fragment de proteine ayant une 
homologie d'au moins 86 % avec le fragment de proteine 
35 potentiel correspondant au quatrieme exon du gene uqsl de 
poule repondant a 1 ' enchainement (XXVIII) en acides amines. 
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28/ Sequences de nucleotides selon la 
revendication 26 ou 27, caracterisees en ce qu'elles 
comportent 1 ' information genetique pour coder pour une 
proteine ayant la sequence (XXIX) en acides amines. 

29/ Sequences de nucleotides selon l'une des 
revendications 26 a 28, caracterisees en ce qu'elles sont 
f ormees par ou qu ' elles comprennent 1 ' enchainement 
nucleotidique (XXX). 

30/ Les ARN et sequences complement aires des 
sequences selon l'une quelconque des revendications 1 a 29. 

31/ Vecteurs recombinants de clonage et 
d f expression, capables de t ran former une cellule note 
appropriee, comportant au moins une partie d'une sequence 
de nucleotides selon l'une quelconque des revendications 1 
a 30 sous le contrdle d f elements de regulation permettant 
son expression dans la cellule hate. 

32/ Souches de microorganismes trans f ormees ou 
transfectees, caracterisees en ce qu'elles comportent une 
sequence de nucleotides selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 30 ou encore un vecteur recombinant 
selon la revendication 

33/ Les proteines correspondant aux sequences 
nucleotidiques selon l'une quelconque des revendications 1 
a 30. 

34/ Les anticorps polyclonaux et monoclonaux 
caracterises en ce qu'ils reconnaissent specif iquement une 
proteine selon la revendication 33, ou un fragment d'une 
telle proteine. 

35/ Sonde de detection, caracterisee en ce qu'elle 
comprend tout ou partie des sequences de nucleotides selon 
1 1 une des revendications 1 a 30 . 
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36/ Precede de depistage 1n vitro de la presence 
eventuell dans un echantillon biologique de sequences de 
nucleotides complement aires de celles selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 30, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes suivantes : 

- la mise en contact de 1 • echantillon biologique 
avec une sonde nucleotidique selon la revendication 35 dans 
des conditions permettant la production d'un complexe 
d 1 hybridation forme entre ladite sonde et ladite sequence 
de nucleotides, 

- la detection du complexe d 1 hybridation , et 



15 



- le cas echeant 1 1 amplification, avant l'etape de 
mise en contact, des sequences de nucleotides selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 30 susceptibles d'etre 
contenues dans 1' echantillon, a l'aide d' amorces 
20 susceptibles respectivement de se lier, d'une part a 
l'extremite 5' d'un brin de ladite sequence de nucleotides 
et, d' autre part, a 1'extremite 3 T de 1* autre brin de 
ladite sequence de nucleotides, 

25 37/ Kit pour la mise en oeuvre d'une methode de 

depistage -i n vitro de la presence eventuelle dans un 
echantillon biologique de sequences complement a ires des 
sequences selon l'une quelconque des revendications 1 a 18 
caracterise en ce qu f il comprend : 

une quantise determinee d'une sonde 
nucleotidique selon la revendication 35, 

- un milieu approprie a la formation d 1 une 
35 reaction d • hybridation entre la sequence a detecter, et la 
sonde , et , avantageusement , 
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des reactifs permettant la detection des 
complexes d 1 hybridation formes entre la sequence de 
nucleotides et la sonde lors de la reaction d' hybridation. 

5 38/ Procede de depistage in vitro de la presence 

dans un echantillon biologique des proteines selon la 
revendication 33, caracterise en ce qu'il comprend : 

- la mise en contact de 1 1 echantillon avec un 
10 anticorps selon la revendication 34, dans des conditions 

permettant la production d'un complexe immunologique forme 
entre tout ou partie des proteines et cet anticorps, et 

- la detection du complexe immunologique. 

15 

39/ Kit pour la mise en oeuvre d'une methode de 
depistage in vitro de la presence eventuelle de proteines 
selon la revendication 21 dans un echantillon biologique, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

20 

- une quantite determinee d'un anticorps selon la 
revendication 33, 

- avantageusement un milieu approprie a la 
25 formation d'une reaction immunologique entre au moins une 

partie d'une proteine et 1' anticorps et, avantageusement, 

des reactifs permettant la detection des 
complexes immunologiques formes entre au moins une partie 
30 de la proteine recherchee et 1* anticorps lors de la 
reaction immunologique. 

/ Procede de detection dans un echantillon 
biologique de proteines selon la revendication 33, ou de 
35 leurs fragments, caracterise par la mise en contact des 
proteines de 1 ' echantillon, ou de leurs fragments, avec un 
IGF portant un groupe marqueur et le dosage de la quantite 
de produit fixe. 
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41/ Utilisation en tant qu* amorces dans des 
techniques d' amplification d'ADN, de type PCR, de deux 
amplimeres d' environ 15 nucleotides, compris dans l'une des 
sequences selon l'une quelconque des revendications 1 a 18, 
et distantes de 200 a 250 nucleotides environ, l'une des 
sequences etant capable de se lier a l'extremite 5' d»un 
brin de la sequence a amplifier et la deuxieme sequence a 
l'extremite 3' de 1 1 autre brin. 
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